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(54) Verfahren zur Senkung des Blutglukosespiegels in Saugern 



(57) Die Erfindung beinhaltet die Anwendung eines 
Verfahrens, bei dem durch die Reduktion von Dipeptidyl 
Peptidase (DP IV-) bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat 
im Blut eines Saugers durch Verabreichung von Effekto- 
ren, in kausaler Folge die endogenen (oder zusatzlich 
exogen verabreichten) insulinotropen Peptide Gastric 
Inhibitory Polypeptide 1-42 (GIP^) und Glucagon- 
Like Peptide Amide-1 7-36 (GLP-ly.^fo.a. GLP-1 7 . 37 
oder deren Analoga) durch DP IV- und DP IV-ahnliche 
Enzyme vermindert abgebaut werden und damit die 
Konzentrationsabnahme dieser Peptidhormone bzw. 
ihrer Analoga verringert bzw. verzfigert wird. 

In Folge dieser, durch die Wirkung von DP IV-Effek- 
toren erzielten, erhbhten Stabilitat der (endogen vor- 
handenen oder exogen zugefOhrten) Incretine oder 
ihrer Analoga, die damit vermehrt fOr die insulinotrope 
Stimulierung der Incretin-Rezeptoren der Langerhans- 
schen Zellen im Pankreas zur VerfOgung stehen, veran- 
dert sich die Wirksamkeit von korpereigenem Insulin, 
was eine Stimulierung des Kohlehydratstoffwechsels 
des behandetten Organismus nach sich zieht. 

Als Resultat sinkt der Blutzuckersplegel unter die 



fQr Hyperglykamie charakteristische Glukosekonzentra- 
tion im Serum des behandetten Organismus. Damit 
konnen Stoffwechselanomalien wie Glukosurie, Hyper- 
lipidamie sowie m&gliche schwere metabolische Azido- 
sen, Diabetes mellitus, die die Folge langerer, erhflhter 
Glukosekonzentrationen Im Blut sind, verhindert bzw. 
gemildert werden. 

Das erfindungsgema3e Verfahren stellt elne neuar- 
tige Herangehensweise zur Senkung erhdhter Blutgiu- 
kosekonzentration dar. Es ist einfach, kommerzlell 
nutzbar und zur Anwendung bei der Therapie, ins- 
besondere von Erkrankungen, die auf Qberdurchschnitt- 
lichen Blutglukosewerten basieren, in der Human- 
medizin geeignet. 
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Beschrelbung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein einfaches Verfah- 
ren zur Senkung der Blutzuckerkonzentration mit Hilfe 
von aktivitatsmindernden Effektoren (Substraten, Pseu- s 
dosubstraten, Inhibitoren, Bindungsproteinen, AntikBr- 
pern u. a.) fur Enzyme mlt verglelchbarer oder 
identischer Aktivitat zur enzymatischen Aktivitat des 
Enzyms DIpeptidyl Peptidase IV. 

[0002] Neben Proteasen, die in unspezifische Pro- w 
teoiyse einbezogen sind, was letztlich den Abbau von 
Proteinen zu Amlnosauren bewirkt, kennt man regulato- 
rische Proteasen, die an der Funktionalisierung (Akti- 
vierung, DeaktMerung, Modulierung) von endogenen 
Peptidwirkstoffen beteiligt sind [KIRSCHKE, H., LANG- is 
NER, J., RIEMANN, S., WIEDERANDERS, B., 
ANSORGE, S. und BOHLEY, R, Lysosomal cysteine 
proteases. Excerpta Medica (Ciba Foundation Sympo- 
sium 75), 15 (1980); KRAUSSLICH, H.-G. and WIM- 
MER, E., Vital Proteinases. Ann. Rev. Biochem. 57, 20 
701 (1987)]. Insbesondere im Zusammenhang mit der 
Immunforschung und der Neuropeptldforschung sind 
eine Reihe solcher sogenannten Konvertasen, Signal- 
peptidasen Oder Enkephalinasen entdeckt worden 
[GOMEZ, S., GLUSCHANKOF, P., LEPAGE, A., MAR- 25 
RAKCHI, N. and COHEN, R, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 85, 5468 (1988); ANSORGE, S. and SCHONE, E., 
Histochem. 82, 41 (1987)]. 

[0003] Aufgrund der HSuflgkeit des Vorkommens 
der Aminosaure Prolin in einer Vielzahl von Peptidhor- 30 
monen und den damit verbundenen Struktureigen- 
schaften dieser Peptide wird fQr prolinspezifische 
Peptidasen eine den Signalpeptidasen analoge Funk- 
tion diskutiert [YARON, A., The Role of Proline in the 
Proteolytic Regulation of Biologically Active Peptides. 35 
Blopolymers 26, 215 (1987); WALTER, R., SIMMONS, 
W.H. and YOSHIMOTO, T, Proline Specific Endo- and 
Exopeptidases. Mol. Cell. Biochem. 30, 111 (1980); 
VANHOOR G., GOOSSENS, R, DE MEESTER, I., 
HENDRIKS, D. and SCHARPE, S., Proline motifs and 40 
their biological processing. FASEB Journal 9, 736 
(1995)]. Dabel bestimmt Prolin In diesen Peptiden durch 
seine besondere Struktur sowohl Konformation als auch 
Stabilitat dieser Peptide, indem sle vor Abbau durch 
unspezifische Proteasen schutzt [KESSLER, H., Kon- 45 
formation und biologische Wirkung von zyklischen Pep- 
tiden. Angew. Chem. 94, 509 (1982)]. Enzyme, die 
dagegen hochspezifisch strukturver&ndernd auf Prolin- 
haltige Sequenzen einwirken (HIV-Protease, Cyclophy- 
lin u. a.) sind attraktive Ziele der aktuellen Wirkstoff-For- so 
schung. Insbesondere fQr die nach dem Prolin 
spaltenden Peptidasen Prolyl Endopeptidase (PEP) 
und Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV) konnten Beziehun- 
gen zwischen der Modulation der biologischen Aktivitat 
von naturlichen Peptidsubstraten und deren selektiver 55 
Spaltung durch diese Enzyme wahrscheinlich gemacht 
werden. So nimmt man an, daG PEP eine Rolle beim 
Lernen bzw. im GedSchtnisprozeB spielt und DP IV in 



die SignalQbertragung w&hrend der Immunantwort ein- 
bezogen 1st [ISHIURA, S., TSUKAHARA, T, TABIRA, 
I, SHIMIZU, T, ARAHATA K. and SUGITA, H„ FEBS- 
Letters 260, 131 (1990); HEGEN, M., NIEDOBITEK, G., 
KLEIN, C.E., STEIN, H. and FLEISCHER, B., J. of 
Immunology 144, 2908 (1990)]. 
[0004] Ahnlich wie die auGerordentliche Prolinspe- 
zifitat dieser Enzyme wird ihre hohe Selektivitat fur die 
Aminosaure Alanin innemalb typlscher Erkennungsre- 
gionen in Substraten dieser Enzyme diskutiert, wonach 
Alanin-haltige Peptide ahnliche Konformationen einneh- 
men kflnnen wie strukturanaloge Prolin-haltige Peptide. 
Kurzlich wurden derartige Eigenschaften Alanin-halti- 
ger Peptidketten durch Punktmutation (Austausch von 
Prolin gegen Alanin) nachgewiesen [DODGE, R.W. and 
SCHERAGA, H.A., Folding and unfolding kinetics of the 
proline-to-alanine mutants of bovine pancreatic ribonu- 
clease A. Biochemistry 35 (5) 1548 (1996)]. 
[0005] DL IV- bzw. DP IV-analoge Aktivitat (z. B. 
besitzt die cytosolische DP II eine der DP IV nahezu 
identische Substratspezifitat) kommt im Blutkreislauf 
vor, wo sie hochspezifisch Dipeptide vom N-Terminus 
biologisch aktiver Peptide abspaltet, wenn Prolin Oder 
Alanin die benachbarten Reste der N-terminalen Ami- 
nosaure in deren Sequenz darstelien. Deshalb wird 
davon ausgegangen, da(3 dieses Enzym an der Regula- 
tion von Polypeptiden in vivo beteiligt ist [VANHOOF, G., 
GOOSSENS, R, DE MEESTER, I., HENDRIKS, D. and 
SCHARPE, S., Proline motifs and their biological pro- 
cessing, FASEB Journal 9, 736 (1995)]. 
[0006] Die Glukose-abhangigen insulinotropen 
Polypeptide: Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 (GIP^ 
42) und Glucagon-Like Peptide Amide-1 7-36 (GLP-1 7 . 
3e). Hormone, die die Glukoseinduzierte Insulinsekre- 
tion des Pankreas stimuli ere n (auch Incretine), sind 
Substrate der DP IV, da sie von den N-terminalen 
Sequenzen dieser Peptide die Dipeptide Tyrosinyl-Ala- 
nin bzw. Histidyl-Alanin in vitro und in situ abspaiten 
kann [MENTLEIN, R M GALLWITZ, B., and SCHMIDT, 
W.E., Dipeptidyl Peptidase IV hydrolyzes gastric inhibi- 
tory polypeptide, glucagon-like peptide-1 (7-36)amide, 
peptide hlstidine methionine and is responsible for their 
degradation in human serum. Eur. J. Biochem. 214, 
829 (1993)]. 

[0007] Die Reduktion derartiger DP IV- bzw. DP IV- 
analoger Enzymaktivitat zur Spaltung solcher Substrate 
in vivo kann dazu dienen, unerwunschte Enzymaktivitat 
unter Laborbedingungen als auch in pathologischen 
Zustanden von Sauger-Organismen wirksam zu unter- 
drticken [DEMUTH, H.-U., Recent developments in the 
irreversible inhibition of serine and cysteine proteases. 
J. Enyzeme Inhibition 3, 249-278 (1990); DEMUTH, H.- 
U. and HEINS, J., On the catalytic Mechanism of Dipep- 
tidyl Peptidase IV. in Dipeptidyl Peptidase IV (CD 26) in 
Metabolism and the Immune Response (B. Fleischer, 
Ed.) R.G. Landes, Biomedical Publishers, Georgetown, 
1 -35 (1 995)]. Z. B. basiert Diabetes mellitus Typ II (auch 
Altersdiabetes) auf einer verminderten Insulinsekretion 
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bzw. St6rungen in der Rezeptorfunktion, die u. a. in pro- 
teolytisch bedingten Konzentrationsanomalien der 
Incretine begrtindet sind [BROWN, J.C., DAHL, M., 
KWAWK, S., MCINTOSH, C.H.S., OTTE, S.C. and 
PEDERSON, R.A. Peptides 2, 241 (1981); SCHMIDT, 5 
W.E., SIEGEL, E.G., GALLWITZ, B. KUMMEL, H., 
EBERT, R. and CREUTZFELDT, W., Characterization of 
the inulinotropic activity of fragments derived from 
gastric Inhibitory polypeptide. Diabetologla 29, 591 A 
(1986); ADELHORST, K., HEDEGAARD, B.B., KNUD- 10 
SEN, LB. and KIRK, O., Structure-activity studies of 
glucagon-like peptide. J. Biol. Chem. 296, 6275 
(1994)]. 

[0008] Hyperglyk&mie und damit verbundene Ursa- 
chen bzw. Folgeerscheinungen (auch Diabetes is 
mellitus) werden nach gegenwfirtigem Stand der Tech- 
nik durch die Verabreichung von Insulin (z.B. von aus 
Rinderpankreas isoliertem oder auch gentechnisch 
gewonnenem Material) an erkrankte Organismen in 
verschiedenen Darreichungsformen behandelt. Alle bis- 20 
her bekannten, als auch die moderneren Verfahren 
zelchnen sich durch hohen Materialaufwand, hohe 
Kosten und oft durch entscheidende BeeintrSchtigun- 
gen der Lebensqualitat der Patienten aus. Die klassi- 
sche Methode (tSgliche i.v.. Insulin-lnjektion, Qblich seit 25 
den dreiBiger Jahren) behandelt die akuten Krankheits- 
symptome, fOhrt aber nach langerer Anwendung u. a. 
zu schweren GefaBveranderungen (Arteriosklerose) 
und Nervenschadigungen [LACY, P., Status of Islet Cell 
Transplantation. Diabetes Care 1 6 (3) 76 (1 993)]. 30 
[0009] Neuerdings wlrd die Installation subkutaner 
DepoMmplantate (die Insulinabgabe erfolgt dosiert, 
und die t&glichen Injektionen entfailen) sowie die 
Implantation (Transplantation) Intakter Langerhans- 
scher Zellen in die funktionsgest6rte Pankreasdruse 35 
oder andere Organe und Gewebe vorgeschlagen. Der- 
artige Transplantationen sind technisch aufwendig. 
Weiterhin stellen sie einen risikobehafteten chirurgi- 
schen Eingr'rff in den Empfangerorganismus dar und 
verlangen auch bei Zeltverpflanzungen nach Methoden 40 
zur Suppression bzw. der Umgehung des Immunsy- 
stems [LACY, P., Treating Diabetes with Transplanted 
Cells. Sci. Americ. 273 (1) 40-46 (1995)]. 
[0010] Die moglichst orale Appiikation hochaffiner, 
niedermolekularer Enzyminhibitoren dagegen ist eine 45 
kostengQnstigere Alternative z. B. zu invaslven chirurgi- 
schen Technlken bei der Behandlung pathologischer 
Erscheinungen. Derartige Enzyminhibitoren finden 
inzwischen therapeutischen Einsatz als Immunsuppres- 
siva, Antithrombotika und als AIDS-Virostatika. Durch so 
chemisches Design von Stabilitats-, Transport- und 
Clearence-Eigenschaften kann deren Wirkungsweise 
modifiziert und auf individuelle Eigenschaften abge- 
stimmt werden [SANDLER, M. and SMITH, H.J., Hrsg., 
Design of Enzyme Inhibitors as Drugs. Oxford Univer- 55 
sity Press, Oxford (1989); MUNROE, J.E., SHEPHERD, 
T.A., JUNGHEIM, L.N., HORNBACK, W.J., HATCH, 
S.D., MUESING, M.A., WISKERCHEN, M.A., SU, K.S., 



CAMPANALE, K.M., BAXTER, A.J., and COLACINO, 
J.M., Potent, orally bioavailable HIV-1 protease Inhibi- 
tors containing noncoded D-amino acids. Bioorg. Medi- 
cinal Chem. Letters 5 (23) 2897 (1 995)]. 
[0011] Das Ziel der Erfindung ist ein einfaches und 
neuartiges Verfahren zur Senkung des Blutglukosespie- 
gels, das erfindungsgemaG dadurch erreicht werden 
kann, daB mitt els Verabreichung von Effektoren an 
einen Saugerorganlsmus, in kausaler Folge die endo- 
genen (oder zusatzlich exogen verabreichten) insulino- 
tropen Peptide GIP^ und GLP-1 7 . 36 (o.a. GLP-1 7 . 37 
oder deren Analoga) durch DP IV- oder DP IV-ahnliche 
Enzyme vermindert abgebaut werden und damit die 
Konzentrationsabnahme dieser Pepdidhormone bzw. 
ihrer Analoga verringert bzw. verzflgert wird. 
[0012] Der Erfindung liegt der Qberraschende 
Befund zugrunde, daB eine Reduktion der im Blutkreis- 
laut agierenden DP IV- oder DP IV-ahnlichen enzymati- 
schen Aktivitat kausal zur Beelnflussung des 
Blutzuckerspiegels fDhr. Es wurde gefunden, daB 

1. die Verminderung von DP IV- bzw. DP IV-analo- 
ger Aktivitat zu relativer Stabilitatserhflhung der 
Glukose-stimulierten, oder extern zugefuhrten 
Incretine (oder deren Analoga) zur Folge hat. d.h. 
durch Appiikation von Effektoren der DP IV bzw. DP 
iV-anloger Proteine der Incretin-Abbau im Blut kon- 
trolliert werden kann. 

2. erhohte biologische Abbaustabilitat der Incretine 
(oder ihrer Analoga) eine Wirkungsverdnderung 
endogenen Insulins zur Folge hat. 

3. die durch Reduktion der DP IV- bzw. DP IV-ana- 
logen enzymatischen Ak'rvitat im Blut erzielte Stabi- 
Iitatserh6hung der Incretine in nachfolgender 
Veranderung der Glukoseinduzierten Insulinwir- 
kung resultiert und damit zu einer mittels DP IV- 
Effektoren kontroilierbaren Modulierung des Blut- 
Glukosespiegels f uhrt. 

[0013] Die Erfindung betrifft somrt die Verwendung 
von Effektoren der Dipeptidy) Peptidase VI (DP IV)- 
bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat. Zur Senkung des 
Blutzuckerspiegels unter die fur Hyperglykaemie cha- 
rakleristische Glukosekonzentration im Serum eines 
Sauger-Organismus. Insbesondere betrifft die Erfin- 
dung die Verwendung von Effektoren der DP IV- bzw. 
der DP IV-analogen Enzymaktivitat an Saugern der Ver- 
hinderung oder Milderung pathologischer Stoffwechsel- 
Anomallen von Sauger-Organlsmen ausgewahlt aus 
Glukosurie, Hyperlipidaemie, metabolischer Azidosen 
und Diabetes Mellitus. In einer welteren bevorzugten 
Ausfuchrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren 
zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter die fUr 
Hyperglykaemie charakteristische Glukosekonzentra- 
tion im Serum eines Sauger-Organismus, das dadurch 
gekennzeichnet ist, daB man einem Sauger Organis- 
mus eine therapeutisch wirksame Menge eines Effektos 
der DP IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymaktivitat ver- 
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abreicht. 

[0014] In einer zweiten bevorzugten AusfOhrungs- 
form betrifft die Erfindung Effektoren der DP IV- bzw. der 
DP IV-Analogen Enzymaktivitfit zur Anwendung in 
einem Verfahren zur Senkung des Blutzucker-Splegels s 
unter die fur Hyperglykaemie charakteristiche Glukose- 
Konzentration im Serum eines SSuger-Organismus. 
[0015] Die erfindungsgemfiB applizierten Effekto- 
ren der DP IV- bzw. DP IV-analoger Enzyme kdnnen in 
phanmazeutisch anwendbaren Formulierungskompie- w 
xen als Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstrate, Inhibi- 
toren der DP IV-Expression, Rindungsproteine Oder 
Antikdrper dieser Enzymproteine oder Kombinationen 
aus diesen verschiedenen Stoffen, die DP IV- bzw. DP 
IV-analoge Protein konzentration im Saugerorganismus is 
reduzieren, zum Einsatz kommen. Erfindungsgem&Be 
Effektoren slnd z.B. DP IV-lnhlbitoren wie die Dipeptid- 
derivate bzw. Dipeptidmimetika Alanyl-Pyrolidid, isoleu- 
cyl-Thiazolidid sowie das Pseudosubstrat N-Valyl- 
Prolyl, O-Benzoyl Hydroxylamin. Derartige Verbindun- 20 
gen sind aus der Literatur bekannt [DEMUTH, H.-U., 
Recent developments In the irreversible inhibition of 
serine and cysteine proteases. J. Enzyme Inhibition 3, 
249 (1990)] oder in Analogie zu den In der Literatur 
beschriebenen Methoden herstellbar. 25 
[0016] Das erfindungsgemaBe Verfahren stellt elne 
neuartige Herangehensweise zur Senkung erhfthter 
Biutglukosekonzentration im Serum von SSugern dar. 
Es ist einfach, kommerziell nutzbar und zur Anwendung 
bei der Therapie, insbesondere von Erkrankungen, die 30 
auf uberdurchschnittlichen Blutglukosewerten basieren, 
in der Humanmedizin geeignet. 
[0017] Die Effektoren werden in Form von pharma- 
zeutischen Praparaten enthaltend den Wirkstoff in Kom- 
bination mit Qblichen aus dem Stand der Tecknik 35 
bekannten Tragermaterialien verabreicht Beispiels- 
weise werden sle parenteral (z.B. i.v., in physiologi- 
scher Kochsalzltisung) oder enteral (z.B. oral, formuliert 
mit Qblichen Tragermaterialien wie z. B. Glukose) appli- 
ziert. 40 
[0018] In Abhfingigkeit von ihrer endogenen Stabili- 
ty und ihrer BloverfOgbarkeit mOssen einfache Oder 
auch mehrfache Gaben der Effektoren erfolgen, urn die 
erwUnschte Normalisierung der Blutglukosewerte zu 
erreichen. Z. B. kann im Falle von Aminoacyl-Thiazolidi- 45 
den ein solcher Dosisbereich zwischen 1 .0 mg und 1 0.0 
mg Effektorsubstanz pro Kilogramm liegen. 

AQsfuhrungsbesplele 

50 

Bespief 1: Inhibierung der DP IV-katalysierten Hydro- 
lyse der incretine GIP^ und GLP-1 7 ^ 6 in situ 

[0019] Sowohl in vitro mit gereinlgtem Enyzm als 
auch in situ, z.B. in gepooltem humanem Serum, kann 55 
man die Hydrolyse der Incretine, verursacht durch DP 
IV- bzw. DP IV-analoge Aktivitat, nachweisen bzw. mit 
Hilfe von Inhibitoren unterdrOcken (Abb. 1). 



[0020] ErfindungsgemaB erreicht man in situ bei 
Inkubation von 30 u,M GIP^ bzw. 30 u,M GLP-1 7 _3s 
und 20 u.M Isoleucyl-Thiazolidid (1a), einem reversiblen 
DP IV-lnhibitor in 20 %-igem Serum bei pH 7.6 und 30 
°C die komplette UnterdrOckung der Enzym-katalysier- 
ten Hydrolyse beider Peptid-hormone innerhalb von 24 
Stunden (1b und 1c, jeweils obere Spektren. Syntheti- 
sches GIP 1 . 42 (5 u,M) und synthetisches GL.P-I7.3e O 5 
u.M) wurden mit humanem Serum (20 %) in 0.1 mM 
TRICINE Puffer bei pH 7.6 und 30 °C fur 24 Stunden 
inkubiert. Proben der Inkubationsansatze (fOr GIP 1 . 42 
2.5 pmol und im Falle von GLP-1 7 _ 36 7.5 pmol) wurden 
nach verschiedenen Zeiten entnommen. Die Proben 
wurden mit 2',6'-Dihydroxyacetophenon als Matrix co- 
kritallisiert und mittels MALDI-TOF-Massen-spektrome- 
trie analysiert. Die Spektren (Abb. 1) stellen Akkumula- 
tionen von 250 einzelnen LaserschOssen pro Probe dar. 
[0021] (1b) Die Signale im Bereich von m/z 4980.1 
± 5.3 entsprechen GIP^ (M 4975.6) und m/z 4745.2 
±5.5 dem DP IV-Hydrolyseprodukt GIP^ (M 4740.4). 
[0022] (1c) Die Signale m/z 3325.0 ± 1.2 entspre- 
chen GLP-1 7 . 36 (M 3297.7) und m/z 31 16.7 ± 1 .3 dem 
DP IV-Hydrolyseprodukt GLP-lg.^ (M 3089.6). 
[0023] In den Versuchsansatzen ohne Inhibitor wur- 
den die Incretine in dieser Zeit fast vollstSndig abgebaut 
(Abb. 1b und 1c, Jeweils untere Spektren). 

Beispiei 2: Inhibierung des Abbaus von GLP-1j^q 
durch den DP iV-lnhibitor Isoleucyl-Thiazolidid in vivo, 

[0024] Verfolgt man den Metabolismus der nativen 
Incretine (hier GLP-ly.^) im Serum der Ratte in AbhSn- 
gigkeit in Gegenwart des DP IV-lnhibitors Isoleucyl- 
Thiazolidid {i.v, Injektion einer 1.5 uM Inhibitorlbsung in 
0.9 %-iger Kochsalzldsung) gegenQber einer Kontrolle, 
so ist bei einer Konzentration des Inhibitors Isoleucyl- 
Thiazolidid von ca. 0.1 mg/kg Laborratte bei den Inhibi- 
tor-behandelten Versuchstieren (n = 5) im Verlaufe des 
Versuchszeitraums keln Abbau des insulino-tropen 
Peptidhormons GLP-1 7 .36 zu beobachten (Abb. 2). 
[0025] Zur Detektion der Metaboliten in Anwesen- 
heit und Abwesenheit des DP IV-lnhibitors (20 Minuten 
nach vorheriger /.v.-lnhibitor- bzw Kochsalzgabe) 
erhielten die Versuchs- und Kontrolltiere i.v. 50 - 100 
pM 125 I-GLP-1 7 . 36 (spezifische Aktivitat ca. 1 
u,MCi/pM). Blutproben wurden nach 2 - 5 min entnom- 
men und das Plasma mittels 20 % Acetonitril extrahiert. 
Nachfolgend wurde der Peptidextrakt mittels RP-HPLC 
separiert und die Radioaktivitdt der Fraktionen an 
einem ^Counter analysiert. Die gefundene Aktivit&t ist 
in cpm (counts per minute relativ zum Maximum ange- 
geben). 

Beispiei 3: Modulation der Insulinwirkung und Senkung 
des Blutglukosespiegels nach i.v. Applikation des DP 
IV-lnhibitors Isoleuzyt-Thiazolidid in vivo. 

[0026] An der durch intraduodenale (i.d.) Injektion 
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Glukose-stimulierten Ratte, kann durch i.v. Gabe ver- 
schiedener DP IV-Effektoren, z. B. von 0.1 mg Isoleucyl- 
Thiazolidid pro kg Ratte eine auf die Inhibitorwirkung 
zurtickgehende, zeitlich verzflgert einsetzende Sen- 
kung des Glukosespiegels beobachtet werden Dieser 5 
Effekt ist doslsabhangig und nach Absetzen der Infu- 
sion von 0.05 mg/min des DP IV-lnhibitors Isoleucyl- 
Thiazolidid pro kg Ratte reversibel. Die i.v. Applikation 
der gleichen Glukosemenge von Inhibitor-behandelten 
und Kontroll-Tieren zeigt im Gegensatz zur den i.d. Glu- 10 
kose-stimulierten Versuchstieren keine vergleichbare 
Wirkung. 

[0027] Abbildung 3 verdeutlicht diese Zusammen- 
hange an den Inhibitor-abhangigen Veranderungen der 
Plasmaparameter: A - DP IV-Aktivitat, B - Plasma-lnsu- 15 
linspiegel, C - Blutglukosespiegel. 
[0028] Die Versuchstiere (n = 5, mannliche Wistar- 
Ratten, 200-225 g) erhielten als Initialdosis 1.5 \M Iso- 
leucyl-Thiazolidid in 0.9 %-iger Kochsalzl6sung (A) oder 
gleiche Volumina 0.9%-ige Kochsalzl6sung ohne Inhibi- 20 
tor (■) (Kontrollgruppe n = 5). Die Versuchsgruppe 
erhielt we'rterhin eine Infusion des Inhibitors von 0.75 
jiM/min Ober 30 min Versuchszeit (*). Der Kontroll- 
gruppe wurde im gleichen Zeitraum eine Inhibitor-frele 

0. 9.-ige Kochsalzldsung infundiert. Zum Zeitpunkt t=0 25 
erhielten die Tiere i.d. eine Glukosedosis von Ig/kg 
40%-iger Dextroselflsung (w/v). 

[0029] Allen Versuchstieren wurden Blutproben in 
zehn Minutenabstanden entnommen. Glukose Messun- 
gen erfolgten am Vollblut (Lifescan One Touch ll analy- 30 
zer) wahrend die DP IV-Aktivitat und die 
Insulinkonzentrationen im Plasma bestimmt wurden. 
[0030] Der hier angewandte Insulintest ist empfind- 
lich zwischen 10 und 160 mU/ml [PEDERSON, R.A., 
BUCHAN, A.M.J., ZAHEDI-ASH, S., CHEN, C.B. & 35 
BROWN, J.C. Reg. Peptides. 3, 53-63 (1982)]. Die DP 
IV-Aktivitat wurde spektralphotometrlsch bestimmt 
[DEMUTH, H.-U. and HEINS, J., On the catalytic 
Mechanism of Dipeptidyl Peptidase IV. in Dipeptidyf 
Peptidase IV (CD 26) in Metabolism and the Immune 40 
Response (B. Fleischer, Ed.) R.G. Landes, Biomedical 
Publishers, Georgetown, 1-35 (1995)]. Alle MeBwerte 
sind als Mittelwerte mit Stundardabweichung angege- 
ben. 
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PatentansprOche 

1. Verwendung von Effektoren der Dipeptidyl Pepti- 
dase (DP IV)- bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat 
zur Senkung des Blutzuckerspiegeis unter die fur so 
Hyperglykamie charakteristische Glukosekonzen- 
tratlon im Serum eines Sauger-Organismus. 

2. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Verabretchung von Effektoren der 55 
DP IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymaktivitat an 
Sauger der Verhinderung oderMilderung pathologi- 
scher Stoffwechsel-Anomalien von Sauger-Orga- 



nismen ausgewahlt aus Glukosurie, Hyper- 
lipidamie, metabolischer Azldosen und Diabetes 
mellitus dient. 

3. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Effektoren der Dipeptidyl Pepti- 
dase (DP IV)- bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat 
Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstrate, Inhibito- 
ren der DP IV-Expression, Bindungsproteine oder 
Antik&rper dieser Enzymproteine oder Kombinatio- 
nen der genannten Effektoren verwendet werden. 

4. Effektoren der DP IV- bzw. der DP IV-analogen 
Enzymaktivitat zur Anwendung in einem Verfahren 
zur Senkung des Blutzucker-Spiegeis unter die fur 
Hyperglykamie charakteristische Glukose-Konzen- 
tration im Serum eines Sauger-Organismus. 
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Abb. I : MAf.Df-TOF-Analyse der DP IV-katalyiiertca Hydrolyse van GIPmi (b) und 
GLP-7.W. unii <1ctch Hrmtnung dutch koleucyl-Thiazolirtid (a). 
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Abb. 2: HPLC-Anaiysc dcr Scrurapiascnz van OLP-l Mctaboliten in (jcgcnwan und In 
Alwtsenhcn DP IV inhibitor Uoltucyl-Thlazoiidid m vivo. 
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Abb. .1; KiiifluO des OP ^Inhibitors IsoleticyUThiazolidid aui 'vecschiedcnc Blucparameter 



